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MAPKAP Kinase 2-Heiimer und ihre Verwendung fflr die anti- 
inf laipmatorische Therapie 



Die Erfindung betrifft MAPKAP Kinase 2-Hemmer und ihre 
verwendung fflr die anti-inflaminatorische Therapie. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die 
pharmazeutische Industrie. 

Der GroBteil aller Erkrankungen ist mit entzflndlichen Prozessen 
verbunden, welche dazu fQhren, daB Krankheitsverursacher 
erkannt und eleminiert werden. Die frQhe Entzflndungsantwort , 
z.B. als Reaktion auf bakterielle Lipopolysaccaride (lps)' 
ftUirt zur Expression und Preisetzung pro-inf lanmatorischer und 
inflaamatorischer Zytokine und damit zu massiven entzundlichen 
Prozessen und zu PhSnomenen wie z.B. Sepsis. Eine zentrale 
Rolle unter den pro-inflammatorischen Zytokinen spielen der 
Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) und Interleukin-l (Il-l), die 
ihrerseits die Synthese weiterer inflanonatorischer Zytokine 
stinulieren. 

ES vmrde bereits versucht, den Verlauf der entzUndlichen 
Prozesse zu beeinf lussen, u.a. wurde die Substanz SB203580 
( 4- ( 4-Fluorophenyl ) -2- ( 4-inethylsulphinylphenyl-5- ( 4-pyridyl ) - 
ifflidazol) als effektiver Inhibitor der Zytokinbiosynthese 
beschrieben. ihre Wirkung beruht auf der Hemmung der 
streBaktivierten Proteinkinase p38 MAP Kinase (auch bezeichnet 
als P38 Reaktivierende Kinase, P38a, p38p, CSBP - Cytokine 
suppressive antiinflamnatory drug binding grotein (J.c. Lee et 
al. Mature 372, 739-46 (1994)). SB203580 kann die 
Bntztodungsantwort als Reaktion auf LPS-Gabe effektiv hemmen 
und hemnt gleichzeitig die Biosynthese von ll-i und TNFa. Der 
Mechanisnus der Stimulation der Zytokin-Biosynthese durch die 
p38 MAP Kinase wird bisher nur unvollsttadig verstanden. Als 
substrate der p38 MAP Kinase wurden verschiedene 
Transkriptionsfaktoren sowie Proteinkinasen identif iziert. 
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Diese cfonrnstreaai-Konponenten der Signalubertragung durch p38 
MAPK kdnnten einzeln Oder gemeinsam an der inf lammatorischen 
Antwort betel ligt sein. 

Zusammenfassend ISflt sich feststellen, dafl trotz zweifellos 
vorhandener Erkenntnisfortschritte noch keine Mfiglichkeit 
gefunden wurde, den EntzOndungsprozeB zielgerichtet zu 
beeinflussen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, auf der Basis 
eines neuen Wirkprinzips Mittel zur Verfflgung zu stellen, die 
als anti-inflammatorische Therapeutika mit mdglichst geringen 
Nebenwirkungen eingesetzt werden k6nnen. 

Die Erfindung wird gemaS den Ansprachen 1 bis li realisiert. 

Es wurde gefunden, dafi flberraschenderweise nur gin Enzym aus 
dem Spektrum der zahlreichen beteiligten Enzyme die zentrale 
Rolle bei der EntzOndungsantwort spielt, das Enzym mapkap 
Kinase 2. Daraus leitet sich die Mdglichelt ab, die mapkap 
Kinase 2 als idealen Target ftlr die anti-inf lammatorische 
Therapie zu nutzen. 

Danach ist die Erfindung dadurch gekennzeichnet , daB die 
Wirkung der MAPKAP Kinase 2 spezifisch geheamt wird. Das kann 
erfindungsgemafl auf 3 verschiedenen Wegen erfolgen. 

a) durch Antisense-Oligonukleotide, die geeignet sind, die 
Expression der mapkap Kinase 2 in menschlichen Zellen 
spezifisch zu^inhibieren. 
Geeignete Oligonukleotide sind u.a. 

5 '-GGAGTTGGACAGCATGGTGCCCGGG6ACGCCGGGG-3' 
5 ' -CACAGGCGGGGGTGCCCGCG6CCGCCCCCTCCTCC-3 ' 
5 ' -GGGGCGGGGAACGGCACCGGCGGGCTCTGGCCCTG-3 ' 



wo 99/51735 



3 



PCT/DE99/00990 



b) durch chemische Substanzen, die geeignet sind, die 
enzymatische AktivitSt der MAPKAP Kinase 2 spezifisch zu 
henunen . 

Es wurde femer gefunden, daB fOr die Wirkung der MAPKAP Kinase 
2 ein aktivierungsabhangiger ZeUkemexport erforderlich ist. 
Daraus leitet sich eine weitere Variante der Erfindung ab: 

c) durch chemische Substanzen, die geeignet sind, die 
intrazelluiare Lokalisation der MAPKAP Kinase 2 spezifisch zu 
verandern (Translokation) . 

Die Erfindung ermSglicht eine gezielte Therapie der 
Entzttndungsantwort und kann somit fur die moderne Medizin von 
grundlegender Bedeutung sein. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch ein AusfOhrungsbeispiel 
nSher eriautert werden. 



AusfOhrungsbeispiel 

Mittels der Methode des grene-targeting wurde eine HAPKAP K2 
knock out-Maus erzeugt. Diese Maus ist lebensffihig, zeigt, 
soweit bisher untersucht, keine pathologischen Verflnderungen an 
Geweben und Organen, aber eine deutlich verringerte LPS- 
induzierte Entzttndungsantwort. Diese zeigt sich z.B. an einem 
signifikant erhdhten Oberleben der knock out-MSuse bei 
septisohem Sohock (Abbildung i). Weiterhin sind die 
Serumkonzentrationen von TNFa 90 min nach LPS-Stimulation in 
den knock outs aehr als lO-fach geringer als die 
Konzentrationen in vergleichbaren Wildtyptieren (s. Tabelle). 
Diese Daten belegen eindeutig, daB HAPKAP Kinase 2 eine 
essentielle Rolle bei der Entzttndungsantwort spielt und 
gleichzeitig fttr die noraiale Entwicklung der Maus nicht 
notwendig ist. 



wo 99/51735 



PCT/DE99/00990 



Tabelle: Serunkonzentration von TNFa in MAPKAP Kinase 2 knock 
outs und Wildtyptieren 90 min nach Injektion i.p. von l ng LPS 





(MAPKAP Kinase 2 
knock outs) 


+/+ 
Wildtyp 


TNFa (pg/ml Serum) 


268 ± 156 


4005 ± 1818 
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Legende zur Abbildung 1 
Oberleben bei septischem Schock 



Uberleben von MAPKAP Kinase 2 knock out Mausen bei septischem 
Schock, hervorgerufen durch Injektion von 2 lps/20 mg 

Galactosamin. WShrend die Kontrolltiere nach 11 h vollstSndig 
dem septischen Schock erliegen, zeigen die knock out Tiere ein 
signifikant erhahtes Uberleben bedingt durch eine verringerte 
Entzundungsantwort • 
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Patentansprficbe 



1. verwendung von MAPKAP Kinase 2-HeiMnern als anti- 
inf lanmatorische Therapeutlka. 

2. verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
MAPKAP Kinase 2-Heinmer auf der Genebene eingesetzt werden. 

3. verwendung nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafl als MAPKAP Kinase 2-HeiMner folgende Oligonukleotide 
eingesetzt werden 



5 '-GGAGTTGGACA6CATGGTGCCCGGGGACGCCGGGG-3 ' 
5 ' -CACAGGCGGGGGTGCCCGCGGCCGCCCCCTCCTCC-3 ' 
5 ' -GGGGCG6GGAACGGCACCGGCGGGCTCTGGCCCTG-3 ' 

4. Verwendung nach Anspruch i, dadurch gekennzeichnet, daB 
MAPKAP Kinase 2-HeiBmer auf der Proteinebene eingesetzt werden. 

5. Verwendung nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet, daB 
Stoffe eingesetzt werden, die die intrazellulSre Lokalisation 
der MAPKAP Kinase 2 spezifisch verSndern. 



6. MAPKAP Kinase 2-Heimner 



7. MAPKAP Kinase 2-HeiBnier nach Anspruch 6 auf der Genebene 

8. Antisense-Oligonukleotide nach Anspruch 6 und 7, die die 
Expression der MAPKAP Kinase 2 in Zellen spezifisch henmen. 

9. Antisense-Oligonukleotide nach Anspruch 8, gekennnzeichnet 
durch folgende Seguenzen 



5 -GGAGTTGGACAGCATGGTGCCCGGGGACGCCGGG6-3' 
5 ' -CACAGGCGGGGGTGCCCGCGGCCGCCCCCTCCTCC-3 ' 
5 ' -GGGGCGGGGAACGGCACCGGCGGGCTCTGGCCCTG-3 ' 
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10. MAPKAP Kinase 2-Henaner nach Anspruch 6 auf der 
Proteinebene • 

11. Chemische Substanzen, die die intrazellulSre Lokalisation 
der MAPKAP Kinase 2 genSB Anspruch 5 spezifisch verfindern. 
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Recherchierte aber nieht zum MIndeslpnjfstoff gehdrende Ve«ffentlielungen. soweit diese unter die rechercMerten GeUete faJlen 



Wahrend derintemationalen Recherche konsultierte elektroniseha Oatenbank (Name der Oatenbank und evil. veiwerKMa SuchbegHH^" 



C. ALSWESENTUCHAWaeSEHeNeUNTEHUOeW 



Kategorie" 



Sezelchnung der VenSffentDchung, soweH artorderik^ unter Angabe der ki BetracM kommenden Telle 
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WO 97 34137 A (LIVI GEORGE PETRO 
;MCLAUGHLIN MEGAN MCHALE (US); SMITHKLINE 
BEECHA) 18. September 1997 (1997-09-18) 
Seite 3, Zelle 14 -Selte 5, Zeile 25 
Seite 32, Zeile 11 -Seite 36, Zelle 26 
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das ganze Ookument 
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1,2,4, 
6-8,10 



4,6.10 



m 



Weller© Verfiffentllchungen slnd der Fortsetzung von Feld C zu 

entnehmen 



ID 



Slehe Anhang PatentfamiHe 



• Besondere Kalegorien von angegebenen Vordftentnchungen 

'A- Vereffertltehung. die den alfgemelnen Stand derTechnikdeflnlerl, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

•e atereaDokumentdasiedpchewtamcxJer nach dem intematicnalen 
Anmeidedatuin veroffentflcht worden ist ' 

■L" Venaffentllchung. die geeignet 1st. einen Prioritfitsanspojch zweifelhaft er- Kann allein aufdi 

soli Oder d}a aus alnAni andenm hckcnniiAmn rtn <..».„^i». fi* /..^^ t verotrentiicnung von besonderer Bedeutung; die beanspnjchte Erflnduna 



Spdtere Verfifl^chung, die nach dem Intefnationalen Anmeldedatum 
Oder dem PrJoritatsdalum verdffentilcht wofden ist und mit der 
Anmeldung nicht l<oUidiert. sondem nur zum Verstflndnis des der 
&^iJ»g»J^gdeliependen Prtnzlps oder der Ihr zugmndeliegenden 

"X" Vefoffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflnduna 
kann allein au^mnddieserVerdffentltehung nIcM als neu Oder auf 



sol! Oder die aus einem anderen besonderen Gnjnd angegeben ist (wie 

ausgefuhrt) 

"O* Verfiffentlichung.diestohaufeinemundl'che Offenbaning 

.n. »f '!12a^51"?""9. eine Ausstellung oder andere MaGnahmen bezieht 

P" Verdffenttlchung.dievordem intemattonalen Anmeldedatum. aber nach 

deiTi beanfinnjchien PrinritnteHa^im uarAH^r^nft^^t ^^...^.^t^ 



kann nicht als auf erflndertscherTatjgkatt beruhend betrachtet 
werden, wenn die Ver6ffentnchung mil einer oder mehreren anderen 
Veroffemiichungen dieser Kategorie In Verbindung gebracht win! und 
diese Verbindung fur einen Facnmann nahetlegend ist 
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TAN Y ET AL: "FGF and stress regulate 
CREB and ATF-1 via a pathway involving p38 
MAP kinase and MAPKAP kinase-2 " 
EMBO JOURNAL, (1996 SEP 2) 15 (17) 
4629-42., XP002120625 
Zusannnenfassung 
Seite 4634 -Seite 4636 

ROUSE J ET AL: "A NOVEL KINASE CASCADE 
TRIGGERED BY STRESS AND HEAT SHOCK THAT 
STIMULATES MAPKAP KINASE-2 AND 
PHOSPHORYLATION OF THE SMALL HEAT SHOCK 

CELL, 

Bd. 78, 23. September 1994 (1994-09-23) 
Seiten 1027-1037, XP002041232 
ISSN: 0092-8674 

CUENDA A ET AL: "SB 203580 IS A SPECIFIC 
INHIBITOR OF A MAP KINASE HOHOLOGUE WHICH 

{nteKSJi!-?-^^ 

FEBS LETTERS, 

Bd. 364, Nr. 2, 8. Mai 1995 (1995-05-08). 
Seiten 229-233, XP000567769 
ISSN: 0014-5793 

STOKOE D. ET AL.: "MAPKAP kinase-2; a 
novel protein kinase activated by 
mitogen-activated protein kinase." 
EMBO J 1992 NOV; 11(11): 3985-9, XP002120626 

ENGEL K. ET AL. : "Leptomycin B-sensltive 
nuclear export of MAPKAP kinase 2 is 
regulated by phosphorylation." 
EMBO J 1998 JUN 15; 17(12): 3363-71. 
XP0C2120627 
das ganze Dokument 
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6,10 



1,4-6, 
10,11 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inte 'ionales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/00990 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen. die sich ab nicht recherchiefbar enwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 



GemaB AitiKal 1 7(2)a) wunto aus folganden GrQndan fur bestlmmte AnsprOche kein Recherehenberteht erstsitt: 



1. X Anspruche Nr. 

W8il sle sich auf Gegonstande bozlehon, zu deren Rechorcho die Behdrde nichl vsrpftlchist isi namlieh 

Obwohl die Anspruche 1 bis 5 sich auf eine Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tienschen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchaefuhrt 
und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/ZusaSmen- 



Anspruche Nr. 



^V*."! «^^i"*«™*tonalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anfordemngen 
daB eine sinnvoHe Internationale Recherche nIcht durchgefCihrt werden kann namlieh 

Sle Zusatzblatt MEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



so wenig entsprechen, 



3. I I Anspruche Nr. 

weii es sich dabei urn abhSngige Anspruche handelt. die nIcht entsprechend Salz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaSt slnd. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheltlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgesteUt. daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthaJt: 

Slehe Zusatzblatt 



1 . rn Da der Anmelder alle erforderllchen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitlg entrlchtet hat, erstreckt sich dieser 
< — ' Internationale Recherchenberichi auf alle recherchierbaren Anspruche. «r5ir«aw sicn aeser 

2. [T| °a !HJ^,fJlf ^«cherchierbaren^^ dereino 
L-J zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behdrde nicht zur Zahtung eliSr solchen ^bflS- 2j%ef^ 



^' D SfJf'S?^^ erstreckt sich dieser 

An^iSSi Nr ""^ Anspruche, fur de Gebuhren entrichtet worden sind. namlieh auf die 



^' ^ ^an'^Ilri^fh Jl^ l"^*^"^ ^ Recherchengebuhren nicht rechtzeitlg entrichtet. Der tntemationaie Recher- 

drtenberichl beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst eiwahnte Erfindung; diese 1st In fblgenden Anspruchen er- 



Bemerkungen hinsichtllch eines Wfderspruchs Die zusatztichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

I I D'o Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Wlderspruch. 
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